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口 腔扇平上皮癌細胞 の浸潤能に 関す る実験的研究
金沢大学 医学部歯科 口腔外科学講座 (主任 : 山本悦秀教授)
児 島 伸 也
(平成 4年2 月 1 日受 付)
扁平上皮癌細胞 の 浸潤機序を知 る目的で , 実験的癌浸潤 モ デ ル を 開発 した . マ ウ ス 胎児線椎芽細胞(3 T 3細胞)を組み込
ん だ コ ラ ー ゲ ン ゲル 上 に 口 腔扁平上皮痛由来 の 3種 の 細胞(K B低分化型; O S C-1 9高分化型;O S C-20中等度分化型)をそ れ ぞ
れ 重層培養 し , ゲ ル 内 へ の 浸潤動態を形態学的 な らび に 生化学的 に 比較検討 した . 対照 と して は コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル の み の 基質の
上 に 癌細胞を培養す るもの を用 い , 三 種 の 癌細胞株 の 性状に つ い て は ヌ
ー ド マ ウ ス へ の 移植実験 で 確認 した ･ 3T 3細胞 を阻み
込 む と O SC-19と O S Cr20細胞は早期 に ゲ ル 内 へ 侵入 ･ 浸潤 した . これ に 対 し, 対照群や K B細胞 で は ゲ ル 内 へ の 浸潤性は乏
しか っ た . 浸潤性の O S C-1 9 や O S C-20細胞 ほ K B細胞 に 比 べ て 増殖活性は低 く , ラ ミ ニ ン 産 生量 ほ少 なか っ た が , フ ィ ブ ロ
ネ ク チ ン を多 量に 産生 ･ 分泌 し, 基底膜成分(ラ ミ ニ ン , Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン)が 沈着す ると い う特徴を示 した ･ 竜顔的に も断続的
な基底膜 を確認 した . しか し, 浸潤先端部 で は 1 Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ソ の 沈着は 陰性 で ∴ 電顕的 に も基底膜 を欠 い て い
た . 基質分解酵素(m atrix m etalloprotein as e, M M P)に つ い て ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー ト ゲ ル を用 い た ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で 各培養
上帯を検討す ると , 72k Da, 92k Da, 95k Da お よび 50-55k Da の バ ン ドを 見, イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ (M M P-
2), 92k Da ゼ ラ テ ナ ー ゼ (M M P-9), コ ラ ゲナ ー ゼ (M M P-1) を確認 した ･ また , 95k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ ほ 3 T 3細胞由来 で あ
り , こ れ ら の 酵素は 3 T 3細胞を取込む こ と で 増強 した . ゼ ラ チ ン 分解活性 と コ ラ ー ゲ ン 分解活性 を ア ッ セ イ す る と , 前者は
3 T 3細胞を取込 ん だ O S C-19, O S C-20細胞 に 高値 で , 後 者 は O S C-20細胞 に高値 で あ っ た ･ M MP の 局 在 を み る と ,
M M P-2 はす べ て の 細胞 に 散在性 に , M M P-9 ほ とく に O S C-1 9細胞 の 浸潤部近傍細胞 に 限局 して い た ･ ま た M M P-1 ほ
O S C-20細胞 の 浸潤細胞 に 認め られた . 従 っ て , 扁 平上 皮癌 の 基質 へ の 浸潤能 は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に よ る基質 へ の 接着 と 基質
分解酵素とくに M MPr9 と M M P-1 がそ れ ぞれ 関与 して い る こ と が強く示唆 された ･
Key w ords oral squa mo u s c ellc arcino m a, inv a sion model･ bas em e nt m e mbra ne･ m atrix
m eta1loproteinase
口腔領域悪性腫瘍 を その 覿織型か ら見 る と大半が扁平上皮癌
である . 近年 そ の 治療成績は飛躍的に 向上 した が , 不 幸な 転帰
を と る症例も少なく な い . Ya m a m ot ら
l}2)は , Jac obss o nら
3)の
癌浸潤様式分類を改定 ･ 細分頼 し , び 慢性 に 浸潤す る 4C, 4D
型の 症例 に 転移形成が多く , 予後不 良例が集中 した こ と を報告
して きた . した が っ て , こ れ ら癌細胞の 浸潤機序を解明する こ
と ほ 口腔領域 の み な らず他領域 を含む扁平上皮癌の 治療成績に
資する と こ ろ極め て大きい もの と考 え る .
一 般に , 生体 内に おけ る癌細胞の 悪性形質 , すな わ ち 癌細胞
の 浸潤 , 転移 と い う能力は , 癌細胞 と 正常細胞
弟
, 癌細胞 とそ れ
を取 り囲む 問質組織 と の 相互 作用の ほか , ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細
胞や マ ク ロ フ ァ ー ジな どの 免疫担当細胞 に よ る防御機構 , 血 管
内皮細胞 お よび 血 小板と の 接着相互作用や さ らに に は物理 的 ,
解剖学的条件等 , い く つ もの 要 因に 影響 され て い る . そ こ で !
まず癌細胞 の 浸潤 ･ 転移機序の 解明の た 捌 こは モ デル 実験系 の
確立が有用 と考 え られて い る. こ の 日的に 沿 っ た い く つ か の 実
験 モ デ ル が 既に 報告 され て い る
5ト 岬
.
こ れら多く の 実験 モ デ ル
で は生体内の 状態を必ず しも正確に反映 して い な い と い う批判
A bbreviatio ns : A BC, a Vidin-biotin peroxidas e
も ある . しか し , 癌細胞の 環境 を単純化 し, 個 々 の 癌細胞の性
格 を比較 して 比較的短期間に 浸潤能 の 検索 が行 え る
岬 等の利点
が あ る こ と は 間違 い な い . 生 体 を 用 い る 実験系 と し て ,
Fu senig ら
11)や Bo uka mp ら
一2)は ヌ ー ド マ ウ ス の 背部に 形成した
肉芽阻織 上 に 癌細胞 を移植 し, そ の 浸潤増殖能 を検定する方法




T)の 癌細胞培養な どが 知 られ て い る . 生体 を利用 し な い も の
と して は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
即 や 再構成基底膜8)1 0)に 癌細 胞を 泳軋
通過 さ せ る浸潤 モ デ ル が 代表的で ある . 最近 , 松本
13) は コ ラ
ー
ゲ ン ゲ ル 内に 線維芽細胞を包埋 した 基質 を用 い た 口 腔扁平上皮
癌細胞 の 浸潤 モ デ ル 実験系を作成 し , こ の モ デ ル に おい て は原
発巣の 紅織像 お よ び浸潤増殖像が比較的良好 に 反映 された こと
を 報告 した . これ は t 線維芽細胞が常在する真皮を想定した生
体内の 反応 に 近 い モ デ ル で ある が , 実際に は ヒ ト線維芽細胞を
一 定の 条件 で 入 手 し難い と い う 問題 があ り , 定量実験に は向い
て い な い . そ こ で 著者ほ常 に 同 一 条件で 利用 で き る問質細胞と
して , 性質の よく知 られ た マ ウ ス 胎児線維芽細胞由来の 3T
3
細胞を 選び , こ れ を ゲル 内に 観 み込 んだ 浸潤 モ デ ル を作製し′
c o mplex; B S A, bo寸in e ser u m albu min; DAB･
diamin oben zid ine hydrochloride; E LISA, e nzym e-1inked im m uno s o rbe nt a s say; EH SI Engelbreth
- Holm -Sw arm ;
F C S, fetal calf seru m ; H･ E, hem atoxylinand eosin ; M E M, Eagle
,
s fninim u m ess ential m ediu m;
M MP,
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この 基質上 で 3種類 の 癌細胞を培養 した . 本研究は , これ ら 3
桂炉の 癌細胞に つ い て , こ の 培養系 モ デ ル を 用い て 基底膜成分
の局在と産生量, 基質分解酵素の 産生 , 基質分解酵素産生細胞
の同定な どの 浸潤動態 に つ い て精査 し, 浸潤磯序に つ い て 比較
検討したもの で ある ･
材料お よび方法
Ⅰ . 実験に 用い た細胞
3種煩 の 口腔扁平上皮癌細胞株 を用 い た . K B細胞
14)ほ 原 発
巣よ り, O S C-19
1 5)16)
. O S C-201丁) 細胞は それ ぞれ 頸部 リ ン パ 節 転
移巣よ り株化され たも の で ある . な お , K B細胞ほ JC R B細胞
バ ン ク よ り , O S C-19細胞 と OS C-20細胞は そ れ ぞれ 札幌医科
大学口腔外科学講座 , 横井敏 一 博士 に よ り樹立 され た細胞株を
供与され た . ま た コ ラ ー ゲ ン ゲル 内 へ 組み 込む 線維芽細胞 と し
ては JC R B細胞 バ ン ク よ り入 手 した マ ウ ス 胎 児由来の Swis s
3T3細胞を用 い た . 以 上 の 細 胞ほ10% 牛胎児血清 (fetal calf
seru m, FC S) を 加 え た イ ー グ ル 最 小 必 須 培 地 (Eagle
'
s
minim u m es se ntial m ediu m, M E M, F lo w Labor atorie s,
Irvin e. Sc ottla nd) で 継代培養 し, 必 要に 応 じて実験 に 用い た .
Ⅱ . 癌細胞の ヌ ー ドマ ウス へ の移植
癌細胞移植の た め に 用 い た ヌ ー ド マ ウ ス (日本 ク レ ア 社 , 東
鼠 B A L B/C-n u/n u, 6適 齢 , 雌) は 本学動物実験施設内 の
La min orFlo wIs o-Ra ck(室温25 ± 2 ℃, 湿 度50 ± 5%) 中で飼
育した . 飼料お よ び飲料水と して は固形飼料(固形C R ト1, 日
本チ ャ ー ル ス リ バ ー , 厚木市 , 神奈川) と水道水を そ れ ぞれ 自
由摂氏と して供与 した . 以下 の 移 植実験 は 全て 無菌的 に 行 っ
た . 3種の 癌細胞 1×10ソ血 の 浮遊液 1mlを ヌ ー ド マ ウ ス の 側
腹部皮下組織に移植 した . 移植後 1週間目 に 形成 され た腫瘍を
エ ー テ ル 麻酔下に 摘出 した .
Ⅲ . 癌細胞の 増殖能の検定
M E Mに1 0% F CSを 添加 した培養液 を 用 い , 直 径 100m m
の プラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ (Falco n, NJ, U S A)上 で 継代培養 を行
い
, 3種類の 癌細胞 の 増殖曲線を描 出 した . すな わ ち ∴継代を
行っ て い る癌細胞 を0.2% ト リ プ シ ン 液 に て 分散 し, M E M/
FC S中で 細胞密度が 1×1 0
5
/ml と な るよ うに 調整 した . こ の
2mlを 35m m 径 シ ャ ー レ に 加え 5% C O2, 37 ℃の 条件 で 培養
し
, 24時間毎に ト リ プ シ ン 液に て 分散 し, B urker-Tilrk 型血 球
計算盤を用い て トリ バ ン プル ー 染色 に 不 染 の 生細胞数を算定 し
た.▲実験 は各癌細胞 ご と に 3回行 っ た .
Ⅳ . 浸潤モデ ル作製お よび 培養方法
1. 実験群 :線維芽細胞組み込 み基質上 で の 癌細胞培養
癌細胞 の 浸潤基質 と して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 用 い , そ の 調整法
は Wre nら1
8)の 方法に 従 っ た . すな わ ち豚経由釆 の0.3% 組織培
養用I塾 コ ラ ー ゲ ン の 酸 性溶液(新田 ゼ ラ チ ン , C ellm atrix-
type l-A: 希塩酸 コ ラ ー ゲ ン 溶液 pH 3.0)を 使用 時に 再構成用
緩衝液(2.2% 重炭酸ナ ト リ ウ ム お よび 0.05 N水酸化 ナ ト リ ウ
ムを含む 200m M HE P E S緩衝液)と1 0倍濃度 の M E M をそ れ
ぞれ 8 : 1 : 1 の 比で 混合 した . こ の 混合 した コ ラ ー ゲ ン 溶液
中に 叩 にて 3 T 3細胞を 3×1 06個/2rnlの 濃度 に 混合 し, うち
2ml を 35m m シ ャ ー レ に 移 し C 02イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中に30分
間静慶す る こ と に よ り ゲ ル 化 させ た . コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 の
m atrix m etalloprotein as e; P B S, phosphate buffered
Supplem ented pho sphate buffered s aline
3T 3細胞 の 活動性 を維持す るた め に , 10% F C S加 M E Mを
2r山 重層 し , C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 一 晩置き, 翌 日 に 3 T 3細
胞の 突起 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中に よく伸び て い る こ とを位相差顕微
鏡で 確認 した後 , 各々 の シ ャ ー レ 内の ゲ ル 上 に 3種類の 癌細胞
を重層 した . 癌細胞数は 1 シ ャ ー レ あた り 2×106と した . 癌細
胞の 重層後 CO2イ ソ キ ュ ベ ー タ ー に 2時 間静置 し, 癌細胞 が コ
ラ ー ゲ ン ゲ ル に 接着 した こ と を確認後 , シ ャ ー レ の 底に 接着 し
て い る ゲ ル を 小ス パ ー テ ル を 用 い て 機 械的 に 浮遊 させ た . メ
デ ィ ウ ム を 吸引後 , 10% F C S加 M E Mを 2ml加 え て 浮遊培養
した (図 1). 同感 の メ デ ィ ウ ム 交換を 2日 毎に 行 っ た . 培養条
件ほ 5% C O2, 37 ℃で ある .
2 . 対照群
対照 と して 3T 3細胞 を組み込ま な い コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を 用 い
た . すなわ ち コ ラ ー ゲ ン ゲル 溶液を そ の ま ま ゲル 化 させ , 3種
類の 癌細胞を重層 , 浮遊 させ , 培養 した . そ の 他は全て実験群
と 同様 と した .
Ⅴ . 組織学的観察
ヌ ー ド マ ウ ス に 形成され た癌腫癌お よ び培養4 日 , 8 日, 14
日 後の 培養組織 は 3分割 し , 各 々 の 組織片 に 異な る 固定を施行
した . 光顕的観察用に は 4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドまた は メ タ
カ ル ソ で 固定 し, エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水 後 パ ラ フ ィ ン 包唾 を
行 っ た . パ ラ フ ィ ン 切片に 対 して通常の へ マ トキ シ リ ソ ー エ オ
ジ ン (he m ato xylina nd e o sin, H. E) 染色また は 後述 の 免疫染色
を施 した . 電顕用 に は2.5% グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド溶 液お よ び
2%四酸化オ ス ミ ウ ム 酸に て 固定を 行 っ た . エ タ ノ ー ル 系列に
よ る脱水 , エ ボ ン 樹脂(Epok 812, 応研, 東京) 包哩後超薄切片
に 酢酸ウ ラ ニ ル と ク エ ン 酸鉛で染色 し電顕的 に 観察 した .
Ⅵ . 免疫組織化学的検索
1 . 基底膜成分
培養組織切片お よび ヌ ー ド マ ウ ス の 腫癌 の 艇織切片に 対 して
基底膜の 主 要構成成分で ある ラ ミ ニ ン , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 局在
を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ソ ･ ビオ チ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ コ ン プ
レ ッ ク ス 法19)に て 検索 した . まず, 4% パ ラ ホ ル ム 固定ま た は
メ タ カ ル ソ 固定 した パ ラ フ ィ ン 切 片を ヒ ス ト ク リ ア (Histo-
Cle ar, Natoinl Diagn o stic s. So m er vi1e, NJ, U S A) で 脱 パ ラ フ ィ
ン 後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を阻止 する た め に0.3% 過




Fig.1. Sche m atic r epr es e ntatio n of a n in v a sio n m odel.
Ca rcino m a c e11s ar e o v erlayer ed o n aviable 3 T 3c elトe mbe-
dded co11age n gel. T he c o11age n gel ar eflo ating in the
C ultu r e m ediu m in a 35m m dish.
S alin e; S DS, S Odiu m dode cyl sulfate; T P B S, tW ee n20
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次 い で 冷 リ ン 酸 緩衝生理食塩水 (phosphate buffe red s alin e.
P B S) で10分間 3 回洗浄後 , 1 次抗体の 非特異的反応 を阻止す
る 目的で 2次抗体作製動物 の 正 常血 清(10倍希釈) を30分 間反
応 さ せ た . ひ き続き ラ ッ ト抗 ヒ ト ラ ミ ニ ソ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体
(Im m u n otech, M ar s eille , Fr a n c e)･･ お よ び マ ウ ス 抗 ヒ ト Ⅳ 型 コ
ラ ー ゲ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体.(資生堂 , 東京) を各 々 100倍 , 1
倍希釈 して 4 ℃で 一 晩反応 させ た . 冷 P B Sで10分間3 回洗浄
後, ラ ミ ニ ソ に 対 して ほ ど オ チ ン 化 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト IgG 抗体
(Ve cto rLaboratorie s,C A, U S A), Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン に 対 して は ビ
オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG 抗体 (Ve ctorLabor ar orie s)を20 0倍
希釈 して 用 い ∴室温 で30分間反応さ せ た . 冷 P B Sで10分間 3
回洗浄後 ヒ オ チ ソ 化ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (Ja cksonIm m u n or e s-
e ar ch Labor atories. P A, U S A) を室温30分間反応 させ た . 次 い
で 冷 P BS で10分間 3 匝Ⅰ洗浄 t.一た後 に ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン
(dia minoben zidin ehydro chloride, D A B, Sigm a, M O. U S A) に
0.01% 過酸化水素水を 加 え , 川分間恒温槽37 ℃中で 反応 , 発色
させ た . 流水 水洗後 へ マ ト キ シ リ ソ で 核染色を行い , 脱水 ･ 透
徹 ･ 封入 した . な お , ラ ミ ニ ソ , Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン に 対 して , 脱
パ ラ フ ィ ン 後0.4% ペ プ シ ン (Sigm a)で20分間前処理 を 行 っ た .
2 . 基質分解酵素産生細胞の 同定
基質分解酵素 で あ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ テ ナ ー ゼ (m atrix
m etalloprotein a se, M M P)-1(コ ラ ゲナ ー ゼ), M M P-2(72 k Da ゼ
ラ チ ナ ー ゼ), M M P-3(ス ト ロ キ ラ イ シ ソ), M MP-9(92k Da ゼ
ラチ ナ ー ゼ) の 塵生細胞を同定す るた め に , 金沢 大学医療技術
短期大学都岡田保典博士 よ り供与 され た 4種の マ ウ ス モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗体 : 抗 ヒ ト M MPpl 抗体 , 抗 ヒ ト M M P-2 抗体 , 抗 ヒ
ト M M P-3抗休お よ び抗 M M P-9抗体を用 い て 免疫染色を行 っ
た . こ れ らの 4 種の 酵素 を細胞内小器官 に 貯留 させ る 目的 で 培
養細胞に 対 して モ ネ ン シ ソ 処理 を 行 っ た . すな わ ち 培養液中 に
2J∠M の モ ネ ソ シ ソ を 加え て 3時間培養 し, こ の 間 モ ネ ン シ ン
の 細胞内 へ の 移行を 容易に す るた め シ ャ ー レ を 3 回 軽く振惚 し/
た . 培養細胞 を 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 一 晩固定 した後 ,
エ タ ノ ー ル 系列 で脱水しJ て パ ラ フ ィ ン 包埋 を行 っ た . パ ラ フ ィ
ン 切片に 対 して は 上記 と 同様の ス t レ プ ト ア ビ ジ ソ ･ ビオ チ
ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ コ ン プ レ ッ ク ス 法を 用 い て 免疫染色を
行 っ た . 抗 M M PLl 抗体 , 抗 M M PL2抗体 , 抗 M M P-3抗体 ,
抗 M れ圧L9 抗体は 各 々 500倍 , 4000倍 , 1 000倍 , 500倍 に 希釈 し
て 用 い た .
Ⅶ . 基底膜成分の定量
癌細胞 に よ る基底膜成分産生畳 の 定量の た め に , 培 養 上清中
の ラ ミ ニ ン , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ 量を ェ ソ
ザ イ ム イ ム ノ ソ ル ベ ソ ト ア ッ セ イ (en zym e-1inked im m u n o s or-
be nt as say, E LIS A)法 の サ ン ドイ ッ チ 法を 用い て 測定 した . な
お , メ デ ィ ウ ム に 添加 した 血 清の 影響を排除す るた め 以下の よ
うな培養方を 用 い た . 1 0% F C S添加 M E Mで 培養 した 細胞を
培養 上 清採取 の 2 日 前 よ り 無 血 清 メ デ ィ ウ ム , ニ ッ ス イ
S F M-1 01(ニ ッ ス イ , 東京)2ml に 0.1m M ア ス コ ル ビ ソ 酸
20)
,
0.2%ラ ク ト ア ル ブ ミ ン と なる ようそ れぞれ添加 し , 培養 4 日
目 , 8 E= ∃1 14 日 目の 培養液を採取 した . 採取 し た 培養液 を
1000r. p. m , 5分間遠心 分離 して そ の 上清を定量 に供 した .
ELIS A法 の 測定 に は 9 6穴 プ レ ー ト (Nu n c, Ro skilde,
De n m ark) を 用 い た . 抗 ヒ ト ラ ミ ニ ソ モ ノ ク P ナ ー ル 抗 体
(Calbio che m, Corp.,･C A, U S A), 抗 ヒ ト Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ソ モ ノ ク
p ナ ー ル 抗体 (資生堂), 抗 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗体 (Calbio che m. Corp.) をそ れ ぞれ 別の プ レ ー ト の 各ウ ェ
ル に1 00/バ ず つ 分注 し, 4 ℃で 一 晩 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に吸
着させ た . 0.5% ツ イ ー ソ 2 0加 P B S(tw e e n20s up ple m ented
pho sphatebuffe reds aline･ T P BS)で 各 ウ ェ
.
ル を 洗浄乳 非特異
的反応 を 防 や た め 1 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e ser uⅡl
albumin. B S A) 各ウ ェ ル に 10FLlず つ 分注 して 4J℃ で 一 晩反応
させ た . T P B S で洗浄後 , 既知 濃度 の ヒ ト ラ ミ ニ ソ (1 0p g/
mり, ヒ トⅣ 塑 コ ラ ー ゲ ン (1 0/Jg/ml), ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
(2J∠g/m り の 21 倍 か ら29 倍 ま で の 希釈系列 を作製 して , 各
100〃1を 各 々 の 抗原が 対応す る抗体を 吸 着 させ た プ レ ー ト上 の
各 ウ ニ ル に 分注 した . 同 時に 未知試料 である培養上清の 希釈系
列を各 プ レ ー トの 各 ウ ニ ル に 注入 した . 37 ℃, 2時間反応させ
た後 T P B S で洗浄 し , 既知の 試 料お よ び未知 の 試料 を反応さ
せ た ウ ェ ル に 各 々 対応す る抗 ヒ ト ラ ミ ニ ン ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体
(E-Y Labor eto rie s,C A, U S A), 抗 ヒ トⅣ型 コ ラ ー ゲ ン ポリ ク P
ナ ー ル 抗体 (A D V A N C E, 東京), 抗 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ クテ ン ポリ
ク ロ ナ ー ル 抗体(D A K O, Glosr up, De n m a rk)を1 00F1 ず つ 分注
し , 37 ℃ で 1時間反応 させ た . 次 い で T P B Sで 各ウ ニ ル を洗
した 後 に ア ル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ 標識抗 ウ サ ギ IgG 抗体(×
500)を 全 て の ウ ェ ル に100/Jlず つ 分注 して 37 ℃, 30分間反応さ
せ た . T P B Sで 洗浄後10% ジ ュ ク ノ ー ル ア ミ ン 5mlに ア ル カリ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基質錠剤(SIG M A lO4) 1錠を 溶か した基質溶
液を 100/上1 ず つ 全て の ウ ニ ル に 分注 し96 穴専用 の 分光光度計
(Biorad, C A, U S A)を 用 い て 波長 405n m の 吸光度 を測定した.
両対数表上 で 既知濃度 の 標準曲線を描き , そ の 直線部を未知濃
度 の 算出に 用 い た . 用 い た抗体 の 希釈倍率ほ抗 ラ ミ ニ ン モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗体が3000倍 , 抗Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体
が1000倍 , 抗 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体が3000倍,
抗ラ ミ ニ ン ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体が500倍 , 抗 Ⅳ 塾 コ ラ ー ゲ ン ポ
リ ク ロ ナ ー ル 抗体が500倍 , 抗 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ ポ リ ク ロ ナ ー
ル 抗体 が1000倍 で ある .
そ れ ぞれ の 基底幌成分 の 培養 上帝中 の 量 が マ ウ ス 由 来の
3 T 3細胞で ほ な く , ヒ ト 由来 の 癌細胞に よ る塵生を反映 して い
る こ と を 確認する 目 的で 以 上 の ア ッ セ イ 系を 用い て , フ ィ ブロ
ネ ク ナ ン ア ッ セ イ 系ほ ヒ ト 血渠 , マ ウ ス 血 祭 , F C Sを比較, ラ
ミ ニ ン ア ヅ セ イ 系 で ほ ヒ ト ラ ミ ニ ソ と マ ウ ス Engelbreth-
Holm-Sw ar m(E HS)腫瘍由来 ラ ミ ニ ン を 比較 , Ⅳ型 コ ラ ー ゲン
ア ッ セ イ 系 で ほ ヒ ト Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン と マ ウ ス E H S腫瘍由来Ⅳ
型 コ ラ ー ゲ ン を比較検討 した . 以上 の ヒ トフ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ は
河原栄博士 2= よ り , ヒ ト Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン は上 田善道博士
22)よ り,
マ ウ ス E H S腫瘍由来 ラ ミ ニ ン と Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン ほ 岡田保典博
士 よ り供与 され た .
Ⅶ . S D S- ゼ ラチ ンサ ブス ト レ ー トゲ ル 電気泳動法
Hibbs ら
23) の 方法 に疲い , 0.2%ゼ ラ チ ン と ドデ シ ル 硫酸塩
(s odiu m dode cyls ulfate, S D S) を含 む ポ ワ ァ ク リ ル ア ミ ドゲル
(8%ア ク リ ル ア ミ ド) を 作製 した . 培養上 帝液を非還元状態4
℃ で電気泳動 した . ゲル を 2.5% Trito nX-1 00(Sigm a)液で洗
浄後0.15 M塩化 ナ ト リ ウ ム (NaC12) と'1 0m M 塩化 ナ ト リウ ム
(CaCl2) を 加えた 50m M ト リ ス 塩酸緩衝液(pH 7.5)で37℃ で
一
晩反応 させ た後 に ク ー マ シ ー 青 (c o o m asie bri11iant blu eR250)
で 染色 し, ゼ ラ チ ン の 分解 パ タ ー ン を 調 べ た ･
Ⅸ . 基質分解酵素活性 の ア ッ セ イ
Y
培養上清中に含ま れ る ゼ ラ チ ン 分解酵素 と コ ラ ー ゲ ソ 分解酵
素を そ れ ぞれ Gawsto n ら
24) と Har ris ら
25)の 方法 に 従 っ たゼラ
口 腔扁平上皮癌細胞の 浸潤能 に 関する実験的研究
テ ナ ー ゼ 活性 と コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性を ア ッ セ イ す る こ と で検定 し
た. ゼ ラ チ ナ
ー ゼ 活性 ほ 1･Om M N H2-P hrHg-Ac の 存在下で ,
また , コ ラ ゲナ
ー ゼ 活性 ほ 1･5m M の N H2-P h-Hg-Ac の 存在下
で ッ セ イ した . 1単位の ゼ ラ チ ナ ー ゼ , コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性は 岡
日ヨ操典博士 よ り分与 され た [
14C]コ ラ ー ゲ ン , [川C]ゼ ラ チ ン を
37 ℃に お い て 1分間に 1 〟g 分解す る こ と を意味す る .
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X . イ ム ノ ブ ロ ッ ト
培養上 清中の M M Pを 3種の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 を用 い て
イ ム ノ ブ ロ ッ トで 同定 した . 泳動 に 用い る抗原量を増す た め
に , 採取 した培養上清400/招 こ1/2量の100%(w/v)ト リ ク ロ ロ
酢酸を加え 4 ℃で30分間静置後, 生 じた沈澱を泳動 に 用い た .
沈澱を メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル を加 え た 泳動緩衝液 に 溶 か し ,
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Fig. 2. Gr o wth c u r v es of c ar cin o m a c ell lin e s(K B, OS C-1 9a nd O S C-20)o nthe pla stic dishe s･ D･ T ･; do ubling tim e･
Fig.3. P hoto micr ogr aph of c ar cino m a c ells gro w nin the s ubc uta n e o u stiss u e of n ude mic e･ K Bc ells(a)show e xpa n sive gr o wth
witho ut str o m alr e a ctio nbyfibr obla sts. 0 S C-19(b)a nd O S C-20(c) c ells sho w invasiv egrowth with fibroblastic re a ctio n a nd
infla m m ato ry c ell infiltr atio n. a, b, C X120.
Fig･ 4･ Electr o nmicr ogr aphs of c ar cin o m a c e111in es gr o w nin the s ubc uta n e o ustiss u e of n ude mic e･ K Bcells(a)a reprovi ded
by po orly de v eloped cytoplasmicfila m e nts a nd spe cializ ed atta chm e nt ap par atu s･ OSC
-19 ce11s(b)ha v e abu nda nt to n ofila m e nts
and de s m o so m es sho wing the chara cter of w ell differ e ntiated squ a m o u s cellcar cin0rna･ O S C
-20c ells (c) ar e m oder ately
differe ntiated squ am o u sc ellc ar cin o m a char a cte riz ed by to n ofilam e nt bundlesin a perin u cle ar are a a nd de s m o s o m e s･ a, b･
CXl,200.
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S D S- 8% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に て 泳動後 , ニ ト ロ セ ル
ロ
ー ス 膜に 転写 した . ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に 対する 免疫染色 ほ
ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ソ ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ コ ン プ レ ッ ク ス
(avi d 血-biotin- pe rO Xida s e c o mple x, A B C)法で 行 っ た . 一 次抗体
と して 2000倍 に 希釈 した抗 M MP-1 抗体 , 抗 M M P-2抗体 , 抗
M M P-9 抗体を 用 い , ニ 次抗体に は200倍 に 希釈 した ビ オ チ ン
化 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG 抗体 (VectorLabor atorie s)を 室温3 0分間
反応 きせ た . T P B Sで 洗浄後 ア ビ ジ ン ･ ビオ チ ソ ･ コ ン プ レ ッ
ク ス (Ve ctorLabor atories)を30分間反応洗浄後 DAB 反応 を
行 っ た .
成 績
Ⅰ . 浸潤モ デ ル に用 いた 癌細胞株の性状
実験忙 用 い た 3種類 の 癌細胞 の 増殖曲線は図2 に 示 す ように
それ ぞれ の 倍加時間は K B細胞26.7時間 , O S C-19細胞 , 57.8
時間, O S C-2 0細胞49時間であ っ た .
ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 した 癌細胞 の 形態で は よ K B細胞は 分裂
像が散見 され , 核 小体が 目 立 ち ∴ 細胞質が乏 しい 煩円形細胞の
Fig･ 5･ P hotogr aphs of m a cr os c opic shape･ Of c ollage rlgels
after8 daysin c ultu re, Showing aninta ct c ollage ngel.in
c o ntroi gro叩 Of K Bc占IIs (A), minim al c ontr a ctio n of
C Ollage n gels in a.c otr olgr oup of O S C-19celIs(C) a nd a
e xperim e ntalgro up of K Bc e11s(B), m Oder ate c ontr a ctio n
in an experim ental gr oup of O S C-1 9c e11s (D), S e V er e
COntr a Ction in controla nd e xperim e ntalgro ups of O S C-20
C ells(E, F). Me a s u re s cale indicate s millim ete r.
形態を 示 し , 充実性に 増殖 し , 角 化や 細胞間橋 は認 め られ な
か っ た . 周 囲 の 組織に 対 し圧排性 に 発育 し , 問質反応は少なく
低分化型で問質成分に 乏 しい 癌細胞 で あ っ た ( 図3a).
O S C-1 9細胞 ほ多角化で角化を営む細胞であり敷石状の 配列
と癌真珠の 形成が特徴 で あ っ た . また , 腫瘍周辺部 で浸潤性の
増殖 を示 し , 好中球と リ ン パ 球 の 浸潤と 腫大 した線維芽細胞の
反応 を伴 っ て い た (図3b).
O S C-20 細胞 は多角形 , 細胞間橋お よ び角化傾向を み る 腫瘍
細胞 で あり , 腫瘍周辺部で は 軽度 の 線維芽細胞 の 反応と炎症細
胞の 浸潤が見 られ た (図3c).
電顕的 に は ▲ 髄様 に 増殖す る K B細胞間 に は 細胞間接着装置
の 発達 は弱く , 稀 に デ ス モ ゾ ー ム 様結合が 見 られ るの み で あっ
た ( 国4a). 細胞質内に は フ リ ー リ ボ ゾ ー ム が 多 く , 中間径フ ィ
ラ メ ン ト は 少 な く , 稀 に 張 原線維様構造 が 認 め ら れ た .
O S C-19細胞 で は 大部分の 細胞が張原線維を有 し, 掛 こ癌真珠
形成部の 角化細胞 で は 核周囲に高電子密度 の 張原線維束が取り
巻い て い た (図4b). 細胞間に は強固な デ ス モ ゾ ー ム 結合が 多数
形成され て い た . 問質 に 接する細胞ほ断続的で は ある が 明瞭な
基底膜 が形成 され て お り , へ ミ デ ス モ ゾ ー ム の 形成を伴 っ て い
た , O S C-20細胞 でも多く の 張原線維 が形成 され て い た が ,
個 々 の 細胞内で の そ の 量は O S C-19細胞 に 比 べ 少な くなか っ た
(囲4c), デ ス モ ゾ ー ム 結合ほ 少な い が , 明瞭 に 認め られた . 問
質面に は へ ミ デ ス キ ゾ ー ム 様構造に 画 して 基底膜構造が僅かに
形成 され て い た .
Ⅱ . 癌細胞 の基質内浸潤
1 . 肉眼的所見
培養 8 日 日の 各 対照群 お よび 実験群 に おけ る コ ラ ー ゲン ゲル
の 収縮状態を図5 に 示 す . K B細胞の 対照群 で ほ ゲ ル は収縮せ
ず , 3 T 3細胞包埋群で ほ若干収縮 して 培養 8 日日でそ の 直径の
約90%で あ っ た . O S C-1 9細胞 で は 3 T 3細胞 を組み込ま ない 場
合で も収縮 を 示 し, 約80%の 収縮 を示 した . 3 T3 細胞を組み込
む こ と に よ っ て 更に 強 い 収縮 を 示 し , 径 は 約60% と な っ た .
O S じ20細胞 で ほ 3 T 3細胞 の 有無に 関係なく ゲ ル は溶解し , 4
日 目で ゲ ル 中心 部ほ完全に 消失 した . そ こ で O S C-20細胞数を
5× 10
5
に 減少 した 8 日目を , また 1×10
5




K B, O S じ1 9, O S C-20の 3種輯 の 癌細胞 ほ各々 , コ ラ , ゲ
ゲ ル 単独の 基質に お い て も重層増殖を 示 した . K B, O SCT19細
胞とも培養1 4 日 目で癌 細胞 と コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と の 境界に 浅い凹
凸が見 られ た が ゲル 内 へ の 明 らかな侵入像 は観察 さ れ な か っ
た . また , O S C-20(2×106個)に お い て は 培養8 日 日 に は コ ラ ー
ゲ ン ゲ ル が 溶解消失 し , 以後観察 がお こ な え ず標本が得られな
か っ た . そ こ で コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 崩壊を 避ける た め に , 癌細胞
数を lxlO5個 に減 ら して 培養 した . こ の 培養で ほ 8 日目以後癌
細胞 に接 して コ ラ ー ゲ ン ゲ ル が 一 部融解す るに 留ま っ た .
2) 実験群
i . K B細胞(K B + 3 T 3)
E B細胞は , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 で増殖 し , 1 4 日 に は 8 ～ 10
層に多層化 した . 細胞形静ま細胞質 の 乏 しい 頬円形の 細胞で細
胞配列 の 極性 ほ認められなか っ た . 細胞間結合ほ弱く 上 しばし
ば表層 の 細胞 が塊状に遊離, 剥脱 , また ほ 一 部壊死に陥っ て い
るの が認 め られ た . .基質内の 3 T 3細胞は類円形 で均等分布を
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示し , 細胞突起ほ伸ば して い なか っ た ･ 培養 4 日, 8 日, 14日 ii. OSC-19細胞(O S C-19+3 T 3)
に おい て , 癌細胞と コ ラ ー ゲ ン ゲル の 接触面ほ部分的に 波状 で O S C-1 9細胞は培養8 日目で ほ ゲ ル 中心 部付近 で 2 ～ 3層の
1 ～ 数個の 細胞集団が基質 に 落 ち込 ん で い る に 過 ぎな か っ た 増殖に 過ぎなか っ た . ゲル 辺綾部 で は 5 ～ 10層と肥厚 し, さ ら
(図6A ). 3 T 3細胞 と癌細胞が接着 し , 癌細胞が基質内に 細胞突 に 連続的に ゲ ル 側面に 広が っ て い た (図6B). こ の ような 重層部
起を伸ば して い る像は きわ め て 稀 で あ っ た ･ で は 細胞 は表層 に 向 っ て扁平化 し∴重層扁平上皮と して の 分化
Fig･ 6･ P hoto micr ogr aphs of K Bc ells(A), O S C-1 9c ells(B-F) and O S C-20c ells(G, H)on 3T3 c ell
-e mbedded c ollage n gels･ K B
C ells(A)sho w n odefinite in v a sio ninto the substrate with ro und 3T 3c ells. Lo w er(B)a nd higher(C) m agnific atio n s of O S C-1 9
C euS Show irr egular or w edge-Shaped in v asio npartic ularlyin the peripher alz o n e of c ollage n gels･ In v a sio n patter n s of O S C
-1 9
C e11s (D-F) a re char a cteriz ed by c ellular e xte n sio n of O S C.1 9c ells into the c ollage n gels a nd a ss o ciated spindle-Shaped 3 T 3
C els･ M arked degradation of c ollage ngels of O S C
-20c ells(G. H)a re sho w n･ AX240, Bx240, Cx44, DX1 20, Ex240, Fx240,
Gx240, Hx240.
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傾向を示 し , 同時 に 基底部 の 細胞 は ゲ ル 内 へ の 浸潤 を 示 した
( 図6B-F). 培養14 日目 で は癌細胞基底部は と く に 凹 凸不 整で ,
癌細胞は 楔状ある い ほ索状に 基質内 へ 突起 を伸 ば し, 基質内の
多数 の 紡錘形の 3T 3細胸 と接触 して い た (図 6C ザ). こ れPこ対
しゲ ル 中心 部 で は 3 T 3細胞は 円 形細胞で 濃縮核 をも ち , 細 胞
密度も低か っ た .
iii. O S C-20 細胞(O S C-20+3
'
r3)
O S C-20細胞で は 2×106 個培養 の 場合 4 日目 に お い て既に
OS C-19細胞 8 日目 と同様 の 浸潤形態と 3 T 3細胞の 反応が認め
られ た . 8日 目 で ほ ゲ ル ほ 殆 ど溶解, 消失 して 光顕的な観察を
行 う こ と が で きなか っ た の で O S C-20細胞の 数を 5 ×105に 減ら
して 培養 した . こ の 場合ほ 実験群の 8 日目で 初め て 同 様の癌細
胞 の ゲ ル 内 へ の 侵 入 を みた (圃 6G) が , 14 日 目 で実験群, 対照
群 ともに ゲ ル は完全 に 溶解 した (図6 H). さ ら に O S C-20細胞の
Fig.7. Ele ctr o n micr ogr aphs of in v ading O S C-1 9c ells. In v ading O S C-1 9c ells (A, B) e xte nd their pro c e s se sto w ard the
u nderlying 3 T 3c ells orthey e xpr es sbu ndles of a ctin fila m e nts (short a rro w s)be n e ath the cytoplas mic m e mbr a n e and fo cal
bas e m e nt m e mbr a n e-1ike de n sitie s(lo ng a rro w). A x 2,400, B xl,800.
Fig.8. Ele ctr o nmic rographs of O S C
-19c e11s 21 daysin c ultu r e･ Ap par e nt c o ntin u o u sba s e m e nt m embra n e(arr o w s)i form ed in
O SC-19c ells adia c e nt toin v a sio nfr o nt. ×2,50 0.
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数を 1×10
5
に 減 ら した場合 は14 日目 で 初 め て 前述 の よ う な 浸
潤像を認め る こ と が で きた ･ 注 目 され る こ と は O S C-20細胞に
接するゲル は きわ め て 溶解 しやす い こ と で あり , こ の ゲ ル 融解
部位に は必ず しも 3 T3細胞の 変化 を伴 っ て い な い こ と で あ っ
た .
3 . 電顕的所見
対照群の K B細胞は ヌ
ー ド マ ウ ス の 場合 と 同様 に リ ボ ゾ ー
ム , ミ ト コ ン ドリ ア ,
ゴ ル ジ装置以外の 細胞内小器官の 発達 に
乏しく l 中間径 フ ィ ラ メ ソ は殆 ど認め られ な か っ た ∴ 細胞間結
合も極め て 弱く多く の 細胞 は周 囲 に 小 さな偽足を伸ば し , しば
しば細胞間が離関す る傾向 に あ っ た ■ 細胞 は 時 に 互 い に 20
〟 m 程度に 近接 して い た が , 細胞質の 裏打ち構造な ど特別の 接
着装置ほ形成 され て い なか っ た ･ デ ス モ ゾ
ー ム 横転合 が稀に 認
められ た . 癌細胞 の ゲ ル 接触面でも強固な細胞の 接着装置ほ形
成され てお らず, ゲ ル 面に 対 しても小 さな 偽足を伸ば して い る
にすぎなか っ た . 実験 群の K B細胞 は対照群 と ほ ぼ 同 じ細胞形
態をと っ て い た が , 僅か に デ ス モ ゾ
ー ム 様結 合 が 多 い 傾向に
あっ た . ゲル に 接す る面 で は 時に 被覆小脇(c o ated v esicle) が
みられ , また 細胞 に 接 して電子 密度 の 高 い 葉状物質が付着 して
い た. 明らか な 基底膜 の 形成ほ み られ な か っ た .
OSC-19細胞 は扁平で細長い 突起を伸ば して ゲル に 接 着 し て
い た. 対照群の O S C-1 9細胞ほ 4日 目 で 小 さな偽足を ゲ ル と の
接着面や細胞周囲に 伸ば し, 互 い に 接着 して い た ･ 培養 8 日 目
より O S C-19細胞は , ゲ ル 面に 平面的 に接着 した が , 21 日 目 ま
では明らか な基底膜や へ ミ デ ス モ ゾ ー ム は 形成され て い な か っ
た . 実験群 の O S C-19細胞は 4 日目で 既に 明 らか な デ ス モ ゾー
ム 結合が認め られ た . ゲル 面の 偽足は 対照群 よ り明ら か に 少な
く概して平面的 に 接着 して い た . 接着面の 細胞質に は へ ミ デ ス
モ ゾ ー ム 様の 高電子密度の 裏打ち構造が認め られ , そ こ に は し
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ば しば マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン トが 集束 してい た . 裏打ち 構造 に 面
して 僅か に 来状物質が語 られた が , こ れ が 基底膜 とは 判定 で き
な か っ た . 8日 臥 14 日目で ほ癌細胞 は多数の デス モ ゾ ー ム 結
合を して い た . 細胞質内に は少量で は あるが 明 らか な 張原線経
と ゲ ル 面 に ほ 不連続な基底膜をみ た ( 図7 A)不連続 な基底膜を
有する癌細胞に 隣接する癌細胞 は細長い 細胞突起 を ゲル 内に 伸
ば して い た (図7 A, B). 細胞突起の 基部で は ゲ ル に 接す る 面 に
ア ク チ ン フ ィ ラ メ ソ ト の 束状構造が注目 され た (図7A, B). ま
た , 癌細胞が 伸ばす細胞突起の 方向に は必ず 3T 3細胞 が随伴
し, しば しば癌細胞 と 3 T3細胞の 突起 が接 して い た (図7A).
さ ら に21 日 目 まで の 培養で み ると , 対照群に 比 べ 大部分 の 基底
面の 癌細胞は連続性 の 基底膜形成が見 られ た (図8).
Ⅲ . 基底膜成分の検討
1 . 基底膜成分の 沈着
ラ ミ ニ ソ , Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン の 基底膜成分の 沈着 を免疫阻織学
的に 観察 した . K B細胞 で は ラ ミ ニ ソ の 沈着は 対照群 , 実験群
共に 培養14 日目 ま で 認め られ なか っ た . Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン は培養
8 日 目 で ゲル 上比重層増殖する最下層の 細胞と基質との 境界部
(基底膜領域)に 連続性をも っ た線状の 沈着が見 られた . なお ,
Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン は 4% パ ラ ホ ル ム 固定で 同定できず, メ タ カ ル
ソ 固定で の み 陽性に 染色され た . しか し対照群 で は メ タ カ ル ソ
固定標本に お い ても Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン は 陰性で あ っ た . 基質内 へ
包埋 し た 3 T 3細胞 に ほ ラ ミ ニ ン , Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン 共陰性 で
あ っ た . O S C-19細胞で は ラ ミ ニ ン と Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン は 培養 8
日 目 に ほ ゲル 辺縁部で多層性癌細胞 の 基底膜領域 に 線状 また は
不 連続の 沈着を認め た が , 中心 部で は こ れ らの 沈着ほ 見られ な
か っ た (図9 A,B). とくに 癌細胞が , 基質内 へ 侵入 し, こ れ に 対
応する ような 紡錘形の 3T 3細胞が近接 してい る 部位 に 一 致 し
て 強陽性 で あ っ た . 対照群で は何れ の 時期 に お い て も陽性所見
Fig･9. Im m u n o staining forla minin (A) a nd type Ⅳ c o11ge n(B)in O SC-1 9c ells 8 days in c ultu re. Note dis c o ntin uity of
bas e m ent m e mbr a n e c o mpo n ents, 1aminin a nd Ⅳc ollage n, at the site ofin v asio n. A, Bx120･
Table l. Su m m a ry l m m u n O Staining forbas e m e nt m e mbr a n ec om po n e nts
K B O S C-19 0 S C-20
C O N T + 3T 3 C O N T + 3 T3 C O NT +3T 3
4 8 14 4 8 14 4 8 14 4 8 1 4 4 8 14 4 8 14
L A M INI N - + +
ⅠV CO L L A G E N - + + - + +
B M - - +
A bbreviatio n s :K B, K B c e11s; O S C-1 9, O S C-1 9c ells; O SC-20, O S C-20c e11s; C O N T, C O ntr Ol■gr o up; + 3 T 3, 3 T 3
C ell-S up ple m e nted e xperim e ntalgr o up ;B M. bas e m e nt m embrane by electro n mic ro s cop y･ Nu m e ric als 4, 8 a nd 14
indic ate daysin c ultur e. SymboIs : - , n egativ e; +, PO Sitive･
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は認め られ な か っ た . O S C-20細胞 で は 対照群 , 実験群 とも に
ラ ミ ニ ン , Ⅳ形 コ ラ ー ゲ ン の 沈着を証明で きな か っ た . 上 記免
疫染色の 結果 な ら び に 電顕的に 確認され た 基底膜形成の 有無 を
表 1に ま と め て示 した .
2 . 培養土 清中の 基底膜成分量
今回 の ア ッ セ イ系 に おけ る検出度と交叉反応を確認 した と こ
ろ , マ ウ ス 由来の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン お よび ウ
4 8 14 4 8 1 4
DAY S IN C ULTURE
Fig ･1 0. Co nte nt oflaminin (bla nk), type Ⅳ c ollge n(shaded)
a nd fibro n ectin (dotted)in K B c e11s (A), K B+ 3 T 3c ells
(B), O S C-1 9c eIIs(C), O S C-19 + 3 T 3c ells(D), OS C-20c ells
(E) a nd O S C-20 + 3T 3c ells (F) in c o ndito n ed c ultur e
m edia . M e a n a nd sta ndard deviatio nin triplic ate.
Ⅰく B O SC-1 9
｢8 0 椚｢ ｢ヰ3 丁■3r rC 8 日Tr r十 日 3｢
































シ 由来の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は全く検出できな か っ た ･ マ ウ ス由
来 の ラ ミ ニ ン は ヒ ト 由来の ラ ミ ニ ン と同程度 に 反応 Lた ･ 検出
限界は ラ ミ ニ ソ で 40n臥 Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン で 5ng, フ ィ ブ ロ ネク
チ ソ で 1ng で あ っ た ■ 各癌 細胞 が培養上帝中 に 産生 ･ 分泌する
基底膜成分 の 定量 で は , 図1 0に 示す よう に 基底膜成分ごと に著
しい 相違が 認め られ た ･ 基底膜成分の 定量結果を 三 元配置分散
分析 お よび 二 元配置分散分析後 Scheffe の 多重比較法に よ り検
定 した 結果 , 以 下の 項目 で 有意差(p< 0. 05) が認 め られ た . ラ
ミ ニ ソ 量は K B細胞 で 最も多 く , O S C-20細胞 で 最も少なか っ
た ･ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ 量は O S C-19細胞 で最も多く , K B細胞
で最も少な か っ た ･ また , ラ ミ ニ ソ , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン ほそれぞ
れ K B細胞, O S C-19細胞 , O S C-20細胞 で 対照群 よ り実験群で
多か っ た .
Ⅳ . 基質分解酵素の検討
1 . 培養上 清中 の 基質分解酵素
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル の ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で培養上暗
に 含 まれ る酵素を調 べ てみ る と , 癌細胞の 種類や , 3 T3細胞の
有無 に よ っ て 異な る バ ン ドが 見 られ た (図11). 3 T 3細胞 を含ま
な い 対照群 の K B, O S C-19, O S C-2 0細胞な らび に 3 T3細胞単
独培養上清 の す べ て に 72k Da の 位置に ゼ ラ チ ン 分解活性が見
られ た ･ こ の 72k Da ゼ ラ チ ン 分解活性ほ全 て の 実験群 で増強
した . ザ イ モ グ ラ ム で 95k Da の 位置に ゼ ラ チ ン 分解活性を示
すバ ン ドが O S C-19と O S C-20細胞の 実験群 で 目立 っ た . 同 一
バ ン ドは 3 T 3細胞単独培養上清 に 明 瞭に み られ る の に 対し,
癌細胞単独培養 で は 認め られ な か っ た . 92k Da の バ ン ドほ
K B, O S C-19, O S C-20の 対照群 お よび実験群 の す べ て に おいて
極く薄く み と め られ た . こ の 92k Da の バ ン ドほ 3 T 3細胞単独
培養の 場合 に は 認 め られ な か っ た . ま た , O S C-20細胞で は
K B細胞や O S C-19細 胞 で は 見 られ な い M M P-1(コ ラ ゲ ナ ー
ゼ) に 相 当す る 50～ 55k Da の 複数の バ ン ドが 見 られ た .
次 に こ れ ら の 酵 素活性 を 定量 す る 目的 で , M M P-1 と
M M P-9 の 総和 と考え られ る ゼ ラ チ ン 分解活性 と M M P-1 の活
性と考え られ る コ ラ ー ゲ ン 分解活性を定量 した . そ の 結果は図
12に 示す通り で ある . 三 元 配置分散分析お よ び 二 元配置分散分
析後の Scheffe の 多重比較法に よ り 有意差検定を 行 っ て みる
と , ゼ ラ チ ン 分解活性は対照群 で は K B, O S C-1 9, O S C-20の順
O SC - 2 0
rC D NTr r+3一っ｢
車 d 8 ‡ヰ j事 8【 り
Fig.11. Zym ogra ms using gelatin s ubstrate- a Crylami de gel(8 %)ele ctr ophor e si of c o nditio n ed c ultu re m edia of K B, O S C-19and
O S C-20c ells with o rwitho ut3 T 3c ellsin c ollage n gels. As a c o ntr oI c o ndito n ed m edia of 3 T 3c e11s e mbedded in c ollgengel
Witho ut c arcin o m a c ells are u sed. Nu m e rals abo v e(4, 8 a nd 14)indic ate days in c ultu re. A s arnple of la n e * is 92kDa
gelatin as e as a c o ntrla nd a la n e* * is 72k Da gelatin a s e. Ba nds of 72k Da ar e r e c ogniz占d in allsar nples, a nd tho s e of72kDa
ar e m u ch inte n serin 3 T 3-S upPle m e nted gro ups (3 T 3) tha nin c9ntr Ol gr o ups (C O N T) in K B, O S C-19a nd O S Cq20c e11s･ In
e xperim e ntal gr o ups(+ 3 T 3)of O S C-19a nd O S C-20cels】 gelatin olytic activityis sho w n at95k Da, Which is n ot re c ogniz ablein
C Ontr Olgr o ups(C O N T)butin only3 T 3c e11s a s a c o ntrol(3 T 3 C O N T). Faintb ands of 92kDa are show n inallc ells.
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Fig.12. Gelatin olytic a ctivity a nd c ollage n olytic a ctivity in c o ndito n ed c ultur e m edia. A a nd G, K B c e11s; B a nd H, K B + 3 T
c e11s; C a nd I, O S C-19c ells; D a ndJ; O S C-19 + 3 T 3c ells; E a nd K, OS CT20ce11s; F a nd L, OSC 20+3 T 3c eus.
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O S C- 2 0
CO NT 十3 T 3
Fig･13･ W esternblotting of c o ndito n ed m edia u sing a nti-M MP-2 a ntibodyforK Ba nd O S C-19c ells･ a nd a nti-M M P-9 forK Ba Jld
OSC-19ceus, a nd a nti-M M P-1 a ntibody forO S C-20ce11s. M M P-2(72k Da)a nd M M P-9(92kDa)ar epo sitiv ein K Ba nd O S C-1 9
C euS･ M M P-1(54-52k Da)is positiv ein O S C-20c ells.
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番に 有意 に 高か っ た(p<0,05). K Bと O S C-19細胞 で ほ 対照群
に 比 べ て 実験群 の 方が 有意に 高か っ た (p< 0.05). コ ラ ー ゲ ン
分解活性 は K B と O S C-19細胞 で は 見られ ず , OS Cr20細胞 で
の み 対照群 で も実臨群 で も極め て 大き い 活性が み られ た . とく
に , ゼ ラ チ ン 分解活性と遮 っ て実験群 と対照群の 間に 有意差 が
な か っ た .
各対照群 お よび 実験群の 培養上清に 含 まれ る 基質分解酵素 を
同定す る ため に 72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ (M M P-2), コ ラ ゲナ ー ゼ
(M M P-1), お よび 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ (M M P-9)に 対する モ ノ
ク ロ ナ ー ル 抗体を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ トを 行 っ た . 図1 3に 示 す
よ う に M M P-2 と M M P-9 ほ K Bと O SC-19 細胞 に ,
M M P-1 は O S C-20細胞 に 明瞭 に 認め られ た .
2 . 基質分解酵素産生細胞
K B細胞 で ほ M M P-2 陽性細胞が散見され た が , 陽性細胞 に
特定の 局在は見 られ な か っ た ･ また 対照群と実験群 と の 間に差
異ほ な か っ た (図14A)･ M M P-l･ M M P-3 お よ びM M P-9の 陽性
細胞は認め られ な か っ た .
O S Cq1 9細胞 で ほ M M P-9 の 陽性細胞の 局在 が極 め て 特徴的
で あ っ た ･ M M P-9 陽性細胞は少数で ほ あ っ た が , ゲ ル 面に 接
す る癌細胞 に陽性 であり , とく に 実験群 で ゲ ル 内 へ 侵入 して い
る細胞お よ び そ の 近傍細胞 に 陽性 で あ っ た の が 注目 され た (図
14 C,D)･ M M P-2 陽性細胞 は MMP-9 陽性細胞 に 比べ そ の 数ほ
多い が 特定の 局在傾向は見 られ なか っ た ( 図1 4 B). M M P-1, 3
の 明 らか な 陽性細胞 は観察 され なか っ た .
O S C-20細 胞 で ほ 対照群 お よ び 実験群 で M M P-1 お よ び
M M P-3 陽性細胞が多く認め られ た . 陽性細胞 ほ ゲル に 接着す
る細胞に 好発 し, 特 に ゲ ル の 溶解後 に 落ち 込ん だ と 思わ れる癌
細胞塊の 基底部 で顕著 であ っ た ( 図14E, F). M M P-2, 9 の 陽性
Fig. 14. Im m u n ostaining forM M P-1, M M P-2 and M M P-9. M M P-2 is r a ndo mly positiv ein､K Bc ells(A), a nd in O S C-19c ells(B)･
M M P-9 is po sitiv ely stain ed in O S C-1 9c ells o v erlying the substr ate(C, D). Distributio n patte rn of the po sitiv e c ellsforM MP-2
a nd M M P-9 is differ e nt. MM P-1 is positiv e in inv ading OS C-20c ells (E. F), A x240, BX1 20, Cx240, DX480, EX240･
Fx240.
口腔扁平上皮癌細胞の 浸潤能に 関す る実験的研究
細胞は観察され な か っ た ･
考 察




こ の うち 浸潤基質 と して Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン を
用い た癌浸潤モ デ ル は 基質が生体の 成分 で ある とい う利点があ
る. すな わ ち 一 般的に 痛細胞が浸潤す る問質 の 主 成分は問質の
骨組みと して存在する線維性の 巨型 コ ラ ー ゲ ン で ある か ら で あ
る. Schor ら
8) は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 に 悪 性黒色腫細胞 を重層 し
たと ころ悪性黒色腫細胞 ほ コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 へ 侵入 浸潤す るの
みならずそ の 浸潤細胞数 ほ対照と して 用 い た 線維芽細胞 よ り多
いと 報告 した . そ の 後 , 松本13)は 基質と して さ ら に コ ラ ー ゲ ン
ゲル 内に ヒ ト線維芽細胞 を包唾 して 癌細胞 の 浸潤能 を観察 し
た. その 結果対照と して 用 い た コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の み の 基質に 比
べ
, 癌細胞 は細胞 を封 入 した 基質内 へ 早期 に 浸潤を開始す る こ
とが分か っ た . こ の こ と は , 癌細胞単独 で も ゲル 内 へ 浸潤増殖
するこ と が で きる が , 線稚芽細胞 の 存在 , お そ らく線維芽細胞
が産生する何 らか の 国子 が癌細胞 の 浸潤能を高め る こ とを 示 酸
して い る . また , こ の モ デ ル は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の み を用 い た モ
デル よ りも, よ り生体内の 反応に 近 い の み な らず , 生体内で起
こる癌細胞 と線維芽細胞間と の 相互 作用を解析 し得る 可能性を
秘めてい る . 今回著者 ほ ヒ ト線維芽細胞 の 代 りに マ ウ ス 胎児線
維芽細胞由来である 3T3 細胞を用 い て 浸潤 モ デ ル を作成 した .
より生体内反応に 近 い 条件と して ヒ ト線維芽細胞を用 い る べ き
かもしれ な い が , 一 定条件の 線維芽細胞を常時調整す る こ と は
かなり難 しい . これ に 対 して 3 T 3細胞 ほ半永久的 に 継代 可能
であり , 継代を繰 り返 して も同 じ細胞性格を有 し, 再現性の あ
る実験や定量的実験 に 都合が良い と考 え られ た か ら で ある . 実
際に は松本13)の 実験 に 用 い た ヒ ト線維芽細胞 の30倍量の 3 T 3細
胞をゲル 内に 観 み込む こ とが必 要 であ っ た が , 少なく とも再現
性があ っ て 培養21 日 まで 癌細胞 の 浸潤形態を追跡 し, 順化培養
液を分析 しうる と い う点 で 有用 な モ デ ル と 判 定 し た . と く に
O SC-19細胞 で ほ 3 T 3細胞を組 み込む こ と で 早期に 浸潤を開始
したの で , こ の 条件下 で 起る 浸潤能に 関連す る動的変化を解析
しうると考え られ た .
今回解析に 用い た三 種 の 扁平上皮癌細胞株は分化形態 , 増殖
軋 問質反応お よ び コ ラ ー ゲ ン ゲ ル の 基質 へ の 浸潤能 とい う 点
でそれ ぞれ 異な っ て い た . K B細胞 は 低分 化癌で , 増殖活性 は
高く , 問質反応が弱く , ゲ ル へ の 浸潤能が低い . これ に 対 して
O SC-19細胞と O S C.20細胞は分化型扁平上皮癌 で 増殖活性ほ
むしろ低く , 問質反応を伴い , ゲ ル 内 へ 浸潤する性格 を持 っ て
いる癌細胞であ っ た . O S C-19細胞 と O S CT20細胞 と の 差異は
あとで 考察す る よ う に , OS C-20細胞 が特 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ
(M M P-1) と ス ト ロ ム ラ イ シ ソ (MM P-3) を大量に 塵生 ･ 分泌
し, 基質の コ ラ ー ゲ ン を 容易に 溶か す性格を保有 して い た点 で
ある ･ そ こ で まず形態分化 細胞増軋 問質反応 の 有無と い う
観点か ら , きわ め て 対照的な K B細胞 と O S C-1 9細胞を比較 し
て浸潤能に つ い て 考察す る. 癌細胞の 悪性形質と して 一 般に ,
高い細胞増殖活性 , 細胞 異型性すな わ ち 未分化性 , 浸潤 ･ 転移
性格があげ られ る . K B細胞 に は 前 二 者が備 わ っ てい る に も拘
らず, 今回 の 浸潤 モ デ ル に お い て 浸潤能 は む しろ 低か っ た .
従っ て 未分化で増殖特性が高い 痛細胞 は必ず しも高 い 浸潤能を
保有して い るわ けで ほ ない かも知れ な い . 事実 N 6el ら28)ほ 悪
性度の 高い 腫瘍細胞が再構成基底膜を通過 できなか っ た と報告
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して い る ･ こ の こ と は 浸潤 ･ 転移能は も っ と別の 細胞形態た と
え ば細胞接着能 , 細胞運動軌 基質分解能な どが複雑に 組み 合
わ され て 発揮 され て 成立 するもの と考え る こ と が で きよ う . 最
近 Liotta ら2 ア}28)は細胞礎質 へ の 癌細胞浸潤 の 故序 と して 3段階
説を提唱 した ･ すなわ ち, a) 細胞表面の レ セ プ タ ー を介する
細胞外 マ ト リ ッ ク ス へ の 接着 , b) 局所おけ る基質分解酵素に
よ るそ の 成分 の 分軌 c) 引き続い た腫瘍細胞の 運動の 各段階
がある とい うもの で ある . 浸引凱 転移に関与す る因子 と して
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ と ラ ミ ニ ソ を代表と する接着性糖 タ ン パ ク と
そ の レ セ プ タ ー は近年特に 注月 され て い る2g) . 本実験 モ デ ル に
お い て 細胞の コ ラ ー ゲ ン ゲル 基質 へ の 接着能 と い う こ とか ら
K B細胞と O S C-19細胞の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と ラ ミ ニ ン の 動態
を 注 目 して み る と , K B細胞 ほ ラ ミ ニ ン を 産 出 ･ 分泌 し ,
O S C-19細胞ほ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を産出 ･ 分泌 する とい う特徴
があ っ た ■ ラ ミ ニ ソ は A鎖と B l, B2鎖か ら成る 400kDa 巨大
糖蛋白質で基底膜を構成す るの み な らず , 細胞接計 上皮成長
因子様 ド メイ ン を も っ て細胞増殖や細胞分化に 深く関わ る多機
能糖蛋白で ある30)31) . 一 九 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は α 鎖と β鎖か ら
な る 2量体の 450k Da の 糖蛋白であり細胞や コ ラ ー ゲ ン な どと
接着能を有 し, とく に レ セ プ タ ー を 介 して 細胞 の 基質 へ の 接着
に 関与 して い る2g)32) . また , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に よ っ て 基質に 接
着 した 細胞は進展, 運動能を獲得 し, 細胞移動を活発化 させ る
と 言わ れ て い る32). 本実験で み られ るよ うに , フ ィ ブ ロ ネ ク チ
ン ほ基質 へ の 浸潤能を 示す O S C-19細胞 で とく に 産生 ･ 分泌さ
れ た こ と ほ扁平上皮癌細胞の 浸潤性と こ の 接着性蛋白とは 深い
関係がある と考え る べ きであろう . しか しな が ら , 免疫組織学
的に ヒ ト 癌阻織の 癌浸潤先端部 では 問質の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン が
消失す ると報告 され て い る33). また ∴細胞膜上 の フ ィ ブ ロ ネ ク
ン チ ン レ セ プ タ ー ほ浸潤癌 で減弱 , 消失する と も報告され て い
る 帥 . 正 常の 表皮細胞ほ ラ ミ ニ ン も フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ も塵生 し
う る こ と35)な どを 考え ると , 分化型の O S C-19細胞が産生す る
フ ィ ブ ロ ネ ク ン チ ン は Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン 基質に 接着 し , 癌細胞の
浸潤 , 移動を容易に させ るよ う に 補佐 して い る と考え られ る.
本浸潤モ デ ル に おい て O S C-19+3 T3細胞実験群に お い て の
み ラ ミ ニ ン , Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン の 沈着と基底膜の 形成を みた . Ⅳ
型 コ ラ 【 ゲ ン は 浸潤の 際の 障壁30)と な る と 思わ れ る の に , 浸潤
能 を示 す OS C-1 9細胞の み に 基底膜が部分的に せ よ形成され る
の は どの よ うに 説明す べ きで あ ろ うか . 腫瘍に おけ る 基底膜の
有無に 関して は , Bar sky ら
36)
ほ 乳腺や 表皮 の 良性上皮性腫瘍や
上 皮内癌 で ほ 基底膜は連続性に 保た れ て い るが , 浸潤癌で は基
底膜が消失する と報告 して い る . d 方 , Gu sters o nら37) ほ 浸潤
性の 扁平上 皮癌細胞に も連続性 の 基底膜が保持され て い る こ と
を 示 し, 基底膜 の 有無は浸潤性と直接の 関係は な い と推定 して
い る . しか しな が ら , 一一 般的に は大腸癌弛3g)
, 子宮内膜癌40), 肺
扁平上皮癌41), 口腔扁平上 皮癌42)等の 浸潤癌の う ち 低分化癌 に
は 基底膜 が 断裂 ま た は 消失す る と 言わ れ て い る . ま た ,
Dinge n a n sら
41)
ほ大型の 腫瘍細胞塊周 囲 の み な らず極め て 小さ
い 集団や , さ らに は 孤立性の 腫瘍細胞に さ えも基底膜は形成 さ
れ るが , こ の 現象ほ , む しろ浸潤 に おける 一 時的な 浸潤休止状
態と説明して い る . すなわ ち , 癌細胞は 浸潤 の 途中で 一 旦 , 浸
潤休止状態と な りそ の 時点で 基底膜 を形成する よ う に な る と い
うもの で ある . 本実険 モ デル に お い て ほ O S C-1 9 十3 T 3細胞群
に お い て 8日 目 よ り基底膜成分で あ る ラ ミ ニ ソ お よ び Ⅳ 型 コ
ラ ー ゲ ン を基底膜領域 に沈着 し, 電顕的 にも14 日目に 断続的基
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底膜の 形成を確認 した . 浸潤能を 示す O S C-1 9細胞 に お い て 基
底膜成分を沈着 t 形成する の は O S C-19細胞が 持 つ 固有の 性質
な の か も知れ な い . K B細胞は ラ ミ ニ ソ もⅣ型 コ ラ ー ゲ ン も 産
生 ･ 分泌 して い る に も拘 らず基底膜領域に は沈着 しな い こ と ,
ま た O S C-1 9細胞 で は培養上清に Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を 分泌せ ず ,
直ち に 沈着 して しま うと思わ れ るか ら で ある . さ ら に , 電願的
な ら び に免疫組織学的に ほ 浸潤先端部に は 基底膜 ほ陰性 で ある
こ と も上 記の 考え を 支持 して い る .
本浸潤 モ デ ル の 最大の 特徴ほ培養上清 に お ける各種成分の 測
定と基質 と の 接着 , 浸潤を 同時に 観察 で きる こ と で ある . こ の
うち Liotta ら
2T)28)の 提唱 して い る浸潤 の 第 二 段階 で ある 基質蛋
白分解酵素 (M M P) の 分泌 ･ 活性 化 に つ い て , ザ イ モ グ ラ
フ ィ ー , ゼ ラ チ ン お よび コ ラ
ー ゲ ン 分解活性の 定量 , イ ム ノ ブ
ロ
ッ トに よ る同定を経時的に 三 種の 癌細胞株 に つ い て 行 っ た .
そ の 結 果 , M M P-2(72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ) は K B 細胞 ,
O S C-19細胞 , O S C-20細胞 な らび に 3 T 3細胞か ら産生 ･ 分泌
され て い る こ と . M M P-1(コ ラ ゲナ ー ゼ)と M M P-3(ス ト ロ モ
ラ イ シ ソ) は O S C-20細胞が とく に 産生 ･ 分泌 して い る こ と ,
M M P-9(92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ) は K B細胞 , O S C-19細胞 , お
そ らく O S C-20細胞が塵生 ･ 分泌 して い る こ と , 9 5k Da ゼ ラ チ
ナ ー ゼ は 3 T 3細胸単独培養 と実験群 に 同定 さ れ る こ と か ら
3T 3細胞由来で ある こ と が分か っ た . Liotta ら
2n28)は浸潤 ･ 転
移に 血 管な どの 基底膜 を破壊す るⅣ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 重要性を
指摘 して い るが , こ の 酵素は 現在でほ M M P-2(72k Da ゼ ラ チ
ナ ー ゼ), MM P-3(ス ト ロ ム ラ イ シ ソ), M M P-9(92k Da ゼ ラ チ
ナ ー ゼ) の 総称で あ る. こ の うち 癌細胞が産生 ･ 分泌 す る Ⅳ 型
コ ラ ゲ ナ ー ゼ と して 知 られ て い るの が M M P-2 と M M P-9 であ
る43). とく に M M P-9 はra.s- オ ン コ ジ
ー ン を導入 した 3 T 3細胞
で M M P-9 を発現 し珊 , 高転移性株で は低転移性株 よ りそ の 産
生量が多 い
45) 岬 と い うこ とで 最も浸潤 , 転移 に 関係す る と され
て い る . 著者の ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル を 用 い た ザ イ モ グ
ラ ム か ら ほ 92k Da ゼ ラ テ ナ ー ゼ よ りも 72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ の
方 が 量的 に は 多 か っ た が , 免 疫 染色 で確認 さ れ た よ う に
72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ 陽性癌細胞 はび ま ん性分布を 示 すの に 対 し
て - 92k Da ゼ ラ チ ナ
ー ゼ は 浸潤部付近の 癌細胞 で 発現する こ と
が分か っ た . こ の こ とは , 72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ よ り 92k Da ゼ ラ
チ ナ ー ゼ が浸潤局所 で働く と い う可 能性 を示 唆 して い る . そ れ
ぞれの M M Pの 基質特異性を み て み る と , M M Pq2 ほゼ ラ チ ン
や Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 他 に Ⅴ 型 コ ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ を
分解す る43). M M P-9 はゼ ラ チ ン や Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン に 加 え て 線
維性 コ ラ ー ゲ ン の 主体 とな る Ⅰ , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を分解す る こ
とが最近報告 され た4
3)4T)
. とく に , 最近 , 仲
47) ほ M M P-9 ほα 2
鎖の テ ロ ペ プチ ドを 分解す ると 報告 して い る . テ ロ ペ プ チ ドを
切断 され た コ ラ ー ゲ ン は37 ℃で ゼ ラ チ ン に変性す る の で 欄 ▲ こ
の 酵素がも つ ゼ ラ チ ン 分解活性 で さ ら に 低分子 の フ ラ グ メ ソ ト
に 分解する と推測 して い る4T). 従 っ て M M P-9 は M M P-1 ほ ど
の コ ラ ー ゲ ン 分解活性ほ示 さな い が , 本実験の 基質である Ⅰ塑
コ ラ ー ゲ ン を分解 できる と思わ れ る .
O S じ20細胞群で は ゼ ラ チ ン 分解活性めみ な らず コ ラ ー ゲ ン
分解活性がきわ め て高か っ た . 基質と して の Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン は
対照群に お い て 早期に溶解 し , 重層 する 癌細胞 を減少 さ せ て
や っ と観 察 を 続け た程 で ある . 既 に 述 べ て き た よ う に こ の
OS C-20細胞は M M P-1(コ ラ ゲナ ー ゼ)を大量に産生 ･ 分泌す
るきわめ て 特異な細胞株 であ っ た . とく に基質内に落込んだ癌
細胞集団の 基質面 に 接 して M M P-1 陽性癌細胞が多く , こ の コ
ラ ゲナ ー ゼ が基質分解 おそ らく ほ 浸潤 に 関与 して い る と十分推
定 しう る もの で あ っ た . MM P-1 は主に 線維性 の Ⅰ , † , Ⅶ型
コ ラ ー ゲ ン を 分解 し, 炎症時 に ほ 好中球 な ど の 炎症細胞や線維
芽細胞か ら分泌され , 組織破壊や組織 の 修復 に 大きな役割を果
た して い る43). 癌浸潤 の 場合 に お い て も コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 何らか
の 役割を 果た して い る と漠然 と言わ れ て きたが
49)
, 最近ある種
の 癌細胞株 で M M P-1(コ ラ ゲ ナ ー ゼ)を産生 ･ 分泌する と報告
され て お り
5D)51)
.
コ ラ ー ゲ ン 分解活性 は K B細胞 に も O S C-19細
胞 に も ほ とん ど検出 されず , O S C-20細胞 の 対照お よ び実験群
に の み 認め られ る こ とや , そ の 活性 は対照群と実験群の 間に有
意差 が な い こ とな どか ら, OS C-20細胞株 は M M P-1 を塵生す
る特異 な細胞株 と思わ れ る .
O S じ1 9細胞や O S C-20細胞 が基質 へ 浸潤 して い る場合に ほ
取込 まれ た 3 T3細胞が近接 し, 紡錘形の 形態を と っ て い るこ
と が注目され た . 3 T 3細胞を取込む こ と に よ り早期に癌細胞は
浸潤 を開始す る こ とや 3 T 3細胞 の 形態変化 , さ ら に 本研究で
示 され た フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 産 生増加や , ゼ ラ チ ン 分解活性の
増強, 72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ や 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ の 上 昇は癌
細胞が 3 T 3細胞か ら何 らか の メ ッ セ ー ジ を うけ て 活性化され
る こ と を 示すもの と思わ れ る . 3 T 3細胞に お い て も 95kDa ゼ
ラ チ ナ ー ゼ の 分泌 を癌細胞 と共存 して増加 させ る こ と等 , 癌細
胞 と問質細胞 と の 間に 密接 な相互関係があるも の と推定 される
が , こ れ らの 解明に つ い て は今後の 課題 であろう.
結 論
扁平上皮癌の 浸潤能 を解析す るた め に , 実験 的癌細胞浸潤モ
デ ル を 開発 し , K B細 胞, O S C-1 9細胞 , O S C-20細胞の 基質へ
の 侵入 に 伴う動的変化を追跡 し, 以下の 結論を 得た .
1 . 三 種 の 癌細胞株の 性状に つ い て ▲ 増殖能の 検定と ヌ ー ド
マ ウ ス へ の 移植実験 で 確認する と , K B細胞ほ 債分化型で 増殖
活性が高く低浸潤性 , O S C-19 と O S C-20細胞は分化型で 増殖
悟性は低 い が浸潤鰭は高 い と い う特徴を 示 した .
2 . 3 T 3細胞 を組込ん だ Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 基質に 三 種の 口
腔扁平上皮痛由来細胞株 を重層培養す る と , O S C-19細胞と
O S C-20細胞ほ早期に 基質内 へ 浸潤 した が , K B細 胞お よ び コ
ラ ー ゲ ン ゲ ル の み の 基質上 の O S C-1 9細胞 は低 い 浸潤性を示し
た . O S C-20細胞は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル をきわ め て 早期に 溶解する
細胞株であ っ た .
3 . O S C-1 9細胞 の 浸潤部で ほ しば しば癌細胞と線維芽細胞
と の 近接像が認め られ た . 同部位で 線維芽細胞 は紡錘形を呈す
る こ とお よび 癌細胞 の 細胞突起 に ほ 基底膜が 欠損 し, Ⅳ 型コ
ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン の 沈着 は陰性であ っ た .
4 . 培養上 清 に は ラ ミ ニ ソ , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネク
チ ン を 検出す る こ とが で きた . こ の うち とく に K B細胞はラ ミ
ニ ソ を O SC-1 9細胞ほ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ を 産生 ･ 分泌 した, ラ
ミ ニ ソ , Ⅳ塾 コ ラ ー ゲ ン値 は 3 T 3細胞を組込む こ と に より上
昇 した . ま た 免疫阻織学的 に O S C-1 9細胞 に よ り明瞭に ラ ミ ニ
ソ
, Ⅳ塾 コ ラ ー ゲ ン の 沈着と電顧的に基底膜 の 形成をみ た･
5 . ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲル 電気泳動 とイ ム ノ ブ ロ ッ ト
で 培養上帝の 基質分解酵素 を検討 した結果 , 三 種 の 癌細胞は
72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ (M M P-2), 92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ (M M P
-9)
を , O S C-20細胞は コ ラ ゲ ナ ー ゼ (M M P-1) を 産生 ･ 分泌し,
95k Da ゼ ラチ ナ ー ゼ は 3 T 3細胞 が産生 して い る こ とが 分か っ
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た. さ らに こ れ らの 酵素 ほ 3 T 3細胞お よび 癌細胞 と の 共存 で
増強した ･
6 . ゼ ラ チ ン 分解活性 (M M P-2 と M M P,9 の 和)と コ ラ ー ゲ
ン 分解活性(M M P-1)を み る と 3 T 3細胞 を組み込む こ と に よ っ
て OS C-19 と O S C-20細胞 の ゼ ラ チ ン 分解活性が 上 昇 した . コ
ラ ー ゲ ン 分解活性は O S C-20細胞 で常時高値 で あ っ た . 癌細胞
の M M P-2 の 免疫局在は散在性 , M M P-9 の それ ほ 浸潤部 の 細
胞に 認め られ た ･
以上 本実験 モ デル に お い て は , 扁平上 皮癌の 浸潤能に 最も
深く関与す る因子 は基質 へ の 接着を 高め るフ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ と
基質分解に 寄与す る M M P-9 また は M M P-1 である こ とが 強く
示唆され る . こ れ ら は 3 T 3細胞 と の 共存で増強 され る こ と か
ら癌細胞と問質細胞 と の 相互 関係 で修飾 され て い るも の と推定
され る .
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Key w ords oralsqu am O uS C ellc ar Cin o m a, inv asio n m odel,base m e nt me mbr an e, m a血 x m etal loprotein ase
A bstra ct
A n ewinvasion m odel w asdevised in order toelu cidate aninv asion m echanis m oforalsquam o us c e11carcin o m a. Three
kinds oforalsqu am O uS Ce11carcin o m a c e11 1in es(K B, pOOrly di飴rentiated type;O SC-19, W elldi蝕 rentiatedtype;OSC-20,
moderatelydi蝕rendatedtype), Whose characters w ere ex amin din tr an SPlantSin nude mice, W e r e C ultur edo n c ollagengel
in which Swiss3T3cellsderiv ed fro m a m ousefttaほbroblastw ere 8 mbeddedt and m orphologlC al andbi∝he micalchangeS
ofinv adingc ar Cin o m a cells w erein v estlgated･ O S C-19and OSC-20c ells readilyin vaded 3 T 3cell- e mbeddedc ollagengels,
,a SC O mPared wi thc ontrolgro ups witho ut3T3cells orK B･ In v asiv eO SC-19 and O S C-20c e11s were characteriz ed by10W er
proliferating activity,lowerproductio n of lamin in thanK Bce11s, m u Chhigher secretion offibr onectin depositio n ofbase m ent
m e mbr ane C O mPQne ntS(1aminin andtypeⅣ co11age n), andbase m ent m embran efbrm adonbyelectro n micr ography. At an
invasion舟ont･ ho w e v e r,i mm u n Ohist∝ he micalty peⅣ c ollagen and laminin, and thebase m ent m e mbr an edisap pear ed. As
tom atrix m etalloprotein ase(M MP), Zym Ography using gelatin substrategelsho w edse veralbands of 72kDa, 92k Da,95k Da
and50-55kDa･ By w este mb10tting, 72kDa gelatinase(M MP-2), 92k Da gelatiTlaSe(M M P-9), C O11age nase(M MP-1)w ere
detected･ These e nz ymeS W er e nhan Ced by a supple m ent of3T 3cells or c an C er C e11s･ Gelatin olytic activity and c ol-
1agen olytic actlVlty W ere aSSayed, and thefor m erwa sdetected in OSC-19andOS C-20cells andthelatter w asfbu nd in OS C-
20c ells･ Byim m un Ohistoche mic al an alysis, M M P-2-pO Sitive cells w er e sc atter ed in al cell lines withn opreftrendal local-
iz ation, andit w as n oted thatthe positivity for M M P-9 w a slo calized in inv ading OS C-19cells and their adjace ntcells.
MMP-1 w a sposidveininv ading O S C-20 cells･ T heseres ults strongly suggesthattheinva sive activity ofsqu amOuS Cell
C ar Cin o m asi w ell- C Or related wi thcell- m a trix adhesionby fibr o nectin and with degradation of the m atrix by m etal-
1opoteinase, SpeCial1y M M P-9 and M M P-1･
